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要 : 本 试验 由 在 研究 山羊 起 羊 


FP 国 科学 院 亚热带 农业 生态 研究 所 ， 亚 热带 农业 生态 过 程 重点 实验 室 , 湖南 省 畜 禽 健康 


工程 技术 中 心 ， 农 业 部 中 南 动物 营养 与 饲料 科学 观测 实验 站 ,长 沙 410125; 2. 中 国 科学 
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山羊 羔羊 回肠 细 戎 群落 定植 与 消化 功能 的 发 育 ! 


= 


生变 化 


李小鹏 !? AER? DW! Sc 


院 大 学 ， 北 京 100049) 


回肠 细菌 群落 定植 与 消化 功能 的 发 育 性 变化 。 选 用 44 只 


湘 东 黑 山羊 羔羊 ， 随 机 选择 4 只 在 1、7、14 日 龄 〈 非 反刍 阶段 )，28、42 (过 渡 阶 段 ) 和 


56、 


聚 糖 


A) 占 总 细菌 百分比 。 结 果 表 明 : 14 日 龄 7 


70 He RA 


阶段 ) 屠宰 取样 。 采 集 回肠 食 糜 测 定 乙 酸 含量 ， 洗 粉 酶 、 纤 维 素 酶 和 木 


酶 活性 ， 总 细菌 数量 和 部 分 功能 性 细菌 ( 


含量 (P< 0.05)，56~70 


普 雷 氏 菌 属 、 甲 烷 菌 、 纤 维 降解 菌 和 淀粉 降解 


龄 增长 最 快 ， 日 


于 始 在 回肠 食 糜 中 检 出 乙酸 ， 日 龄 增长 显著 提高 


止 


擒 增 长 显著 或 极 显 著 提 高 了 纤维 素 酶 和 木 聚 


糖 酶 活性 CP<0.05 或 P<0.01); 日 龄 增长 极 显 著 提 高 了 总 细菌 数量 和 甲烷 菌 〈 最 早 检 出 在 7 


O EA 
Wx 


杆菌 和 黄色 瘤胃 球菌 


山羊 臣 羊 回肠 纤维 降解 消化 能 力 是 在 28 日 龄 建立 之 后 逐渐 完善 的 ，7 日 龄 即 可 检 出 大 量 甲 


)、 普 雷 氏 杆 英 


TK 


和 枉 瘤胃 普 雷 氏 菌 占 ; 


Ç 


总 细菌 百分比 (P<0.01); FARE (PESO MR ZAK 


) 和 淀粉 降解 菌 〈 嗜 淀粉 瘤胃 杆菌 ) 均 在 28 日 龄 开始 检 出 。 综 合 得 出 ， 


烷 菌 定植 ， 之 后 逐渐 趋 于 稳定 。 


关键 词 : 细菌 定植 ， 消 化 功能 建立 ， 回 肠 


中 图 


换 成 


在 的 ， 而 是 出 生 后 随 着 与 母体 和 环境 的 接触 ， 经 过 消化 道 环境 的 适应 和 选择 ， 经 定植 、 存 活 
和 繁殖 ， 逐 步 建 立 起 来 的 内。 通常 反刍 


分 类 号 : S826 


反刍 动物 拥有 与 单 骨 动 物 或 其 他 非 草食 改 
微生物 群落 ,可 以 消化 其 他 动物 难 


动物 所 不 同 的 生理 特性 , 即 胃 肠 道内 存在 大 量 
以 消化 的 纤维 素 类 物质 ， 并 通过 自身 的 生物 转化 ,将 其 转 


动物 性 蛋白 质 ( 肉 和 奶 ) 为 人 类 所 利用 止 。 反 刍 动物 骨 肠 道内 微生物 区 系 不 是 一 出 生 就 存 


动物 在 1~20 日 龄 处 于 非 反刍 阶段 ，21~56 日 龄 处 于 


过 渡 阶 段 ，57 日 龄 后 进入 反刍 阶段 ， 而 在 反刍 功能 完善 过 程 中 其 骨 肠 道生 理 功能 和 微生物 
群落 均 会 发 生 较 大 转变 。 在 这 个 变化 过 程 中 , 骨 肠 道 微生物 会 分 泌 各 种 功能 性 酶 以 降解 和 消 
化 各 种 营养 物质 ， 从 而 逐步 完善 骨 肠 道 的 消化 、 吸 收 与 代谢 功能 89。HungateD 在 1966 年 率 


先 对 反刍 


动物 瘤胃 微生物 生态 系统 开展 系统 性 


i 


Fe» 随后 的 近 半 个 世纪 越 来 越 多 的 研究 者 关 
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注 瘤胃 微生物 的 消化 代谢 功能 这 一 研究 领域 ， 相对 而 言 ,数量 庞大 的 反刍 动物 后 肠 道 微生物 

的 营养 消化 、 吸 收 与 代谢 功能 研究 则 没有 受到 应 有 的 重视 。 
基于 上 述 分 析 , 本 试验 选择 湘 东 黑山 羊 为 试验 动物 , 通过 测定 其 回肠 主要 功能 酶 ( 淀 

粉 酶 、 木 诊 糖 酶 和 纤维 素 酶 ) 活性 、 乙 酸 含量 和 主要 功能 性 细菌 数量 等 指标 ， 旨 在 揭示 

反刍 动物 小 肠 道 细 菌 群 落 演 蔡 与 营养 消化 功能 完善 的 发 育 性 变化 规律 。 

1 ”材料 与 方法 

1.1 ”试验 动物 


选择 体 况 良好 、 年 龄 [ (2.040.3) S] WEL (25.041.0) kg] 相 近 的 经 产 湘 东 黑 山羊 母 


羊 60 只 ， 参 照 前 期 研究 四 进行 同情 发 情 处 理 ， 并 在 妊娠 期 第 60 天 进行 超声 波 检查 ， 选 取 其 
中 44 只 怀孕 1 胎 的 母 羊 作 为 试验 对 象 , 将 44 只 母 羊 单 栏 饲 养 在 通风 良好 、 温 度 [(24+1) C] 
适宜 、 自 然 光照 的 羊 舍 内 。 羔 羊 出 生 后 进行 标号 、 称 重 。 
12 ”饲养 与 管理 

出 生 后 20d 内 所 有 羔羊 (44 R) 仅 以 母 羊 乳 喂养 ， 每 只 羔羊 每 天 供给 1 工 羊 奶 ， 分 2 


Ya" (O8: 00 点 和 17:00)。 分 别 在 1、7 和 14 日 龄 时 ， 随 机 选取 4 只 进行 屠宰 。 剩 余 羔 


iu 


羊 在 21~40 日 龄 内 逐步 断奶 ， 并 辅 以 食料 和 牧草 ， 即 每 只 羔羊 每 天 供给 0.5 L EW. 0.12 kg 


开 食 料 和 0.04 kg 新 鲜 牧 划 。41~70 日 龄 期 间 ， 每 只 羔羊 每 天 提供 0.17 kg 开 食 料 和 0.06 kg 


牧草 。 分 别 在 28、42、56 和 70 日 龄 时 随机 选取 4 只 进行 屠宰 。 
1.3 羊 奶 、 开 食料 
每 100 g 羊 奶 中 含有 总 固形 物 12.9 g， 粗 脂肪 3.7 g， 粗 蛋白 质 3.5 g， 栈 蛋白 2.9 g， 乳 


糖 4.5g， 粗 灰分 0.8 g。 钉 含量 134 mg/L， 总 能 为 2.72 kJ/L。 开 食料 组 成 见 表 1。 


表 1 开 食料 组 成 〈 干 物质 基础 ) 


Table 1 Composition of the starter (DM basis) % 


项 目 Items 含量 Content 
玉米 粉 Corn flour 21.10 
KAJ% Fat powder 22.00 
乳 清 粉 Whey powder 7.41 
奶粉 Milk powder 5.10 
豆粕 Soybean meal 32.00 
鱼粉 Fish meal 6.50 
磷酸 氧 钙 CaHPO4 2.53 


碳酸 钙 CaCO3 0.86 
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食盐 NaCl 0.50 
预 混 料 Premix 2.00 
合计 Total 100.00 


每 千克 预 混 料 含有 One kg of premix contained the following: MgSO4.HzO 119.0 g，EFeSO4.7H2O 2.5 g, 
CuSO4.5H2O 0.8 g; MnSO+ HzO 3.0 g, ZnSO4-H20 5.0 g, NazSeO3 10.0 mg, KI 40.0 mg, CoCl2-6H20 30.0 mg, 
VA 95 000 IU, VD 17 500 IU,VE 18 000 IU. 

1.4 样品 采集 
羊羔 屠宰 后 ， 迅 速 将 整个 肠 段 用 充满 二 氧化 碳 《CO2) 的 塑料 袋 装 好 ， 在 保证 无 氧 状态 
下 30 min 内 转移 到 实验 室 。 将 回肠 内 所 有 食 糜 称 重 (1、7 和 14 日 龄 每 只 羔羊 约 5 g; 28、 


42、56 和 70 日 龄 每 只 羔羊 约 15 g)。 其 中 取 2 g 食 麻 储存 到 -80 Cki, UHF DNA 提取 


和 细菌 数量 分 析 ; 取 3 g 食 麻 用 1 mL 25% 偏 磷酸 和 6 mL AKIRA, Bt (17 000xg，4 C, 


10 min)， 将 上 清 液 储存 到 -20 用 于 乙酸 含量 的 测定 中 。 称 取 28、42、56 和 70 HERRE 

各 4g，39 '‘C 预 热 ， 在 无 氧 状态 下 用 无 菌 的 0.1 mol/L FREE AM «(pH 为 6.6) 进 
: 3 稀释 ， 然 后 放置 到 -20 'C 冰 箱 ， 用 于 酶 活性 分 析 检 测 。 

1.5 消化 酶 活性 和 乙酸 含量 的 测定 


回肠 食 糜 乙 酸 含量 参考 García-González 等 外 的 方法 用 气相 色谱 仪 (7890A, Agilent 公司 ) 


进行 测定 。 酶 活性 的 测定 : 先 将 样品 解冻 , 然后 无 氧 条 件 下 超声 震 碎 细 菌 细胞 , 随后 离心 (15 


000xg, 4 C, 20 min)， 选 取 上 清 液 作为 酶 溶解 液 。 分 别针 对 淀粉 酶 、 纤 维 素 酶 (CMCase) 


RI EER 0.5 mL 酶 溶解 液 、0.5 mL 0.1 mol/L 柠檬 酸 -磷酸 盐 绥 冲 液 (pH=6.6) 和 


1.0 g 对 应 的 反应 底 物 《〈 洗 粉 、 羧 甲 基 纤 维 素 和 木 聚 糖 ， 均 购 自 Sigma 公司 ) 溶解 于 100 mL 


水 中 并 混 色 ， 然 后 置 于 39 它 恒 温 培养 箱 中 分 别 培养 15、30 和 15 min。 为 了 保证 试验 结果 


的 准确 性 ， 设 置 2 个 空白 对 照 〈 分 别 只 有 反应 底 物 或 酶 溶解 液 ) 以 校正 结果 。 酶 活力 单位 定 
义 为 每 分 钟 产生 1 mol/L 还 原 糖 消耗 的 酶 量 。 


1.6 ”功能 性 细菌 定量 


本 试验 中 选取 的 细菌 包括 : AH (general bacteria, GB); 普 雷 氏 菌 属 ， 包 括 普 雷 


nih 


E 


FFE (Prevotella, Pre) MADA AYE GEA (Prevotella ruminocula,Pr)， 该 菌 属 属于 典型 蛋 


质 降解 菌 ， 同 时 也 是 淀粉 降解 菌 ; 2 种 纤维 降解 菌 〈cellulolytic bacteria，Cb)， 包 括 琥珀 酸 


可 


) 
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263 ” 丝 状 杆菌 (Fibrobacter succinogenes, Fs) 和 黄色 瘤胃 球菌 (Ruminococcus flavefaciens, Rf); 


264 ”2 种 淀粉 降解 阔 (Amylolytic bacteria,Ab)， 包 括 


265 SELE) 和 嗜 淀 粉 瘤胃 杆菌 (Ruminobacter amylophilu, RAMY); 甲烷 菌 (Methanogen 


266 ”是 完全 不 同 于 细菌 且 进 化 独特 的 一 类 微生物 


268 ”CO; 生 成 甲烷 


269 ”要 作用 。 用 于 实时 定量 PCR (real-time quantitative PCR, qPCR) M4 


DEIEZ] 


H TE H 形 单 胞 菌 困 (Selenomonas ruminantium , 


> Met), 


ry bel NC a A bel» 已 知 的 瘤胃 古 菌 均 为 严格 
267 ”大 氧 产 甲烷 古 菌 ， 其 中 大 部 分 为 氧 营养 古 菌 ， 可 以 利用 碳水 化 合 物 降解 过 
-之 所 以 选取 上 述 细菌 作为 


才 程 中 释放 的 氧 和 
究 对 象 , 是 因为 它们 在 营养 物质 消化 方面 起 重 
| 菌 特异 性 引物 见 表 2。 


扩 增 效率 | 

eee 产物 大 小 参考 文献 

Amplification 
Product size/bp Reference 

efficiency/% 
97.30 192 Hook 4410 
98.40 146 Denman 等 [ 
102.20 121 Stevenson 等 
98.60 74 Stevenson 等 
102.90 121 Denman 等 [ 
101.40 132 Denman 等 [ 
98.00 138 Stevenson 等 
104.10 102 Stevenson 等 


270 #22 实时 定量 PCR 的 
271 Table 2 Primers of bacteria used for real-time quantitative PCR 
> 引物 名 称 Primer names 引物 序列 Primer sequences (5' -3' ) 
+ 甲烷 菌 -F Met-F GGATTAGATACCCGGTAGT 
= 甲烷 菌 -R Met-R GTTGATCCAATTAAACCGCA 
细菌 -F GB-F CGGCAACGAGCGCAACCC 
于 = 细菌 -R GB-R CCATTGTAGCACGTGTGTAGCC 
普 雷 氏 杆菌 -F Pre-F GGTTCTGAGAGGAAGGTCCCC 
O 普 雷 氏 杆 菌 -R Pre-R TCCTGCACGCTACTTGGCTG 
QON 枉 瘤胃 普 雷 氏 菌 -F Pr-F GAAAGTCGGATTAATGCTCTATGTTG 
> 瘤胃 普 雷 氏 菌 -R Pr-R CATCCTATAGCGGTAAACCTTTGG 
S< 琥珀 酸 丝 状 杆菌 -F Fs-F GTTCGGAATTACTGGGCGTAAA 
EE 琥珀 酸 丝 状 杆菌 -R Fs-R CGCCTGCCCCTGAACTATC 
& 色 瘤 骨 球 菌 -F REF CGAACGGAGATAATTTGAGTTTACTTAGG 
二 色 瘤 胃 球 菌 -R Rf-R C GGTCTCTGTATGTTATGAGGTATTACC 
Og ap 形 单 胞 菌 -F SELE-F CAATAAGCATTCCGCCTGGG 
反刍 月 形 单 胞 菌 -R SELE-R TTCACTCAATGTCAAGCCCTGG 
嗜 淀粉 瘤胃 杆菌 -F RAMY-F CTGGGGAGCTGCCTGAATG 
嗜 淀粉 瘤胃 杆菌 -R RAMY-R CTGGGGAGCTGCCTGAATG 
272 1.8.1 总 DNA 提取 
273 H 


275 ”应 在 95 CC 培养 10 min, 来 确保 革 兰 阴性 苦 和 阳性 戎 细胞 壁 的 有 裂解。 提取 的 总 DNA J 


肠 食 糜 细 菌 总 DNA 的 提取 采用 Qiagen 公司 的 QIAamp DNA Stool Mini kit 试剂 盒 。 


274 ” 取 0.2g 左右 的 食 麻 样 , 按 


照 说 明 书 进行 DNA 提取 。 唯一 改进 的 一 点 是 ASL 缓冲 液 加 入 后 ， 


276 ”无 菌 无 酶 水 溶解 ， 并 用 微 直 


277 nmn/OD280 mdy 并 于 -20 C 保 存 备用 o 


紫外 分 光 光 度 计 ND-100 测定 


其 核酸 浓度 (ng/nL) 及 纯度 


450 uL 


OD260 


1] 


1] 


1] 
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278 1.8.2 ”实时 定量 PCR 分 析 


279 ”1.8.2.1 目标 片段 的 扩 增 


280 以 回肠 内 细菌 总 DNA 为 模板 进行 PCR。 反 应 体系 和 反应 条 件 均 参考 焦 金 真 等 四 的 研究 。 


281 ”PCR 结束 后 ， 取 20 pL PCR 产物 用 2% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 。 


282 1.8.2.2 扩 增 产物 的 克隆 


283 按照 Wizard @SV Gel & PCR Clean-UP System 回收 纯化 试剂 盒 建 议程 序 对 PCR 产物 进行 


284 ”纯化 回收 。 按 照 pMD 818-T Vector 试剂 盒 的 建议 程序 将 PCR 产物 连接 到 pMD18-T 载体 上 ， 


285 ”并 转化 到 50 uL 大 肠 杆菌 CE. coli) 感受 态 细胞 中 ， 转 化 后 置 入 37 CHAR 950 pL SOC Wi 


286 ” 体 培养 基 ， 于 37 “CA 180 rmin 条 件 下 培养 1.5h。 最 后 ， 取 50 uL MMAR IBA ES 


287 R (Amp), HN- B -D- 硫 代 半 乳糖 苷 〈IPTG) 和 了 毗 喃 半 乳 糖 音 衍生 物 (X-gal) 的 LB 培 


288 养 基 平板 上 ，37 人 倒置 培养 12~16h， 直 至 观察 到 菌落 为 止 。 挑 选单 个 白色 菌 斑 培养 ,然后 


289 EAT ALR PCR 鉴定 。 PCR 后 鉴定 为 阳性 的 菌 液 进行 测 序 鉴 定 。 测序 由 生 工 生物 工程 上海) 


290 ”股份 有 限 公 司 完成 。 比 对 验证 正确 的 菌 液 ,按照 TaKaRa MiniBEST Plasmid Purification Kit Ver. 


291 ”3.0 试剂 盒 的 建议 程序 提取 质粒 DNA. 


292 1.8.2.3 标准 曲线 制作 和 样品 检测 

293 分 别 取 各 细菌 的 阳性 克隆 质粒 ， 用 微量 紫外 分 光 光 度 计 ND-100 检测 其 浓度 。 根 据 各 质 
294 ，” 粒 的 分 子 质量 与 质量 浓度 计算 拷贝 数 〈 个 )， 制 得 标准 品 。 然 后 对 已 知 拷贝 数 质粒 标准 品 进 
295 “ 行 10 倍 的 连续 梯度 稀释 ， 取 5~8 个 稀释 梯度 作为 模板 进行 PCR 。 


296 标准 质粒 和 样品 的 实时 定量 PCR 条 件 一 致 , 均 和 采用 10 uL 体系 。 反 应 体系 : SYBR Green 


297 工效 光 染 料 预 混 试 剂 5 uL, ROX 0.2 gL， 上 、 下 游 引 物 (10 pmol/mL) 各 0.2 uL, 质粒 DNA 


298 ”模板 或 样品 DNA 模板 1 pL CDNA 模板 浓度 稀释 到 10 ng/uL 左右 ), 牛 血清 白 蛋 白 (BSA)0.05 


299 wh AK ARAPIK 3.35 pL. RIVA: 95 'C 预 变性 30s; 95 'C 变 性 5s，60 CEK 


QI 


300 “和 延伸 30s 并 采集 驳 光 信号 ， 共 40 个 循环 ; 60 C 升 至 953 C 15s, 60 C15s、 95 C 15s, 


301 ”自动 采集 痰 光 信 和 号。 


302 1.8.2.4 细菌 数量 的 计算 方法 


303 将 实时 定量 PCR ARMARE CCO 代入 相应 的 标准 曲线 中 得 到 其 lg 值 ， 然 后 根据 参 


304 ” 考 文献 [13] 中 公式 计算 细菌 数量 [lg Ag) ]， 再 计算 功能 菌 占 总 细菌 百分比 。 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


305 ”1.9 数据 统计 与 分 析 
306 试验 结果 用 SPSS 21.0 软件 进行 单 因素 方 差分 析 (ANOVA) 和 两 变量 相关 性 分 析 
307 (Bivariate Correlations )， 结 果 用 平均 值 + 标 准 差 表示 ，P<0.05 HERES. 
308 2 4 OR 
309 21 乙酸 含量 
310 由 于 在 1 和 7 日 龄 的 回肠 食 麻 样品 中 没有 检测 到 乙酸 ， 因 此 表 3 中 只 列 出 了 14、28、 
311 ”42、56 和 70 日 龄 回肠 食 麻 乙酸 含量 ,日 龄 对 燕 羊 回肠 食 麻 中 乙酸 含量 有 显著 影响 (P=0.045)， 
312 ”其 中 28、42 和 56 日 龄 显著 高 于 14 HE? (P<0.05)， 显 著 低 于 70 日 龄 (P<0.05)。 
313 表 3 不 同日 龄 羔羊 回肠 食 糜 乙酸 含量 
314 Table3 Acetate concentration in ileal chymus of lambs at different days of age % 
日 龄 Days of age PË 
项 目 Item SEM 
14 28 42 56 70 P-value 
乙酸 Acetate 1.97+0.13° 3.843.17° 3.9742.77° 3.50+1.95° 7.61+2.38° 0.63 0.045 
315 同行 数据 肩 标 字母 相 异 表示 差异 显著 (P<0.05)， 相 同 或 无 字母 表示 差异 不 显著 (P>0.05)。 下 表 同 。 
316 Values in the same row with different letter superscripts mean significant difference (P<0.05), while with the 
317 same or no letter superscripts mean no significant difference (P>0.05). The same as below. 
318 ”2.2 消化 酶 活性 
319 由 于 1、7 和 14 日 龄 的 羔羊 回肠 食 糜 样品 不 足 ， 无 法 检测 各 消化 酶 活性 ， 因 此 表 4 只 
320 JH J 28, 42, 56 和 70 日 龄 的 消化 酶 活性 。 回 肠 食 麻 淀 粉 酶 活性 随 日 龄 变化 出 现 波动 性 增 
321 ”长 ,但 变化 并 不 显著 (P=0.118); 日 龄 增长 对 纤维 素 酶 (CP=0.030) 和 木 聚 糖 酶 的 活性 CP=0.001) 
322 ”有 显著 或 极 显著 影响 ， 其 中 42、56 和 70 日 龄 显著 高 于 28 日 龄 (P<0.05)。 
323 表 4 不 同日 龄 羔羊 回肠 食 麻 中 消化 酶 活性 
324 Table 4 Digestive enzyme activities in ileal chymus of lambs at different days of age U/g 
日 龄 Days of age 
项 目 Items SEM P (Ñ P-value 
28 42 56 70 
淀粉 酶 Amylase 0.73+0.05 1.17+0.45 0.75+0.14 0.78+0.25 0.76 0.118 
纤维 素 酶 CMCase 0.028+0.007° 0.076+0.036° — 0.080+0.010* ”0.075+0.028a 0.008 0.030 
木 聚 糖 酶 Xylanase 0.089+0.007° ”0.240+0.093a 0.2404+0.036* ”0.330+0.066* 0.026 0.001 


325 


2.3 


细菌 数量 


326 由 表 5 可 知 ， 从 总 细菌 数量 来 看 ， 日 龄 对 羔羊 回肠 食 糜 细菌 总 细 苦 数量 有 极 显著 影响 
327 (P<0.01); 其 中 ，7、14、28 和 42 日 龄 显著 高 于 1 Ade (P<0.05)， 而 显著 低 于 56 和 70 
328 龄 (P<0.05)。 从 功能 性 细菌 占 总 细菌 百分比 来 分 析 ， 日 龄 变化 极 显著 影响 新 羊 回肠 食 麻 
329 ”中 普 雷 氏 杆 菌 P<0.01)、 栖 瘤 骨 普 雷 氏 菌 “P<0.01)、 甲 烷 菌 (P<0.01)、 政 珀 酸 丝 状 杆菌 
330  (P=0.006), Si JH PRE 〈P=0.002) 和 嗜 淀粉 瘤胃 杆菌 占 总 细菌 百分比 CP=0.001), 18 
331 ”对 反刍 月 形 单 胞 菌 占 总 细菌 百分比 没有 显赫 影响 CP=0.714)。 随 着 日 龄 增长 ， 羔 羊 回 肠 食 麻 
332 ”中 普 雷 氏 杆 戎 、 栖 瘤 骨 普 雷 氏 菌 、 甲 烷 苗 和 琥珀 酸 丝 状 杆菌 占 总 台 分 比 均 呈 现 逐 渐 增 加 
333 ”的 趋势 , 而 黄色 瘤胃 球菌 、 嗜 淀粉 瘤胃 杆菌 和 反刍 月 形 单 胞 菌 占 总 细菌 百分比 则 没有 类 似 规 
334 it. 黄色 瘤胃 球菌 和 嗜 淀 粉 瘤 角 杆菌 占 总 细菌 百分比 的 峰值 分 别 出 现在 42 和 第 28 日 龄 。 相 
T 335 ”对 而 言 ， WE RRA se R FA el. Gr RE A A 
336 ， 杆 戎 ， 而 琥珀 酸 丝 状 杆 苦 和 黄色 瘤胃 球 戎 数量 相对 较 少 ， 反 刍 月 形 单 胞 菌 最 少 。 
337 表 5 不 同日 龄 羔羊 回肠 食 糜 总 细菌 数量 和 功能 性 细菌 占 总 细菌 百分比 
= 338 Table 5 GB number and functional bacteria percentage of GB in ileal chymus of lambs at different days of age 
mAH 龄 
p Items 日 龄 Days of age eau PÄ 
< = 1 7 14 28 42 56 70 P-value 
XEM GB/[lg (个 /g) ] 5.59+0.28° 8.22+0.34? 8.3040.25  7.96+0.62? 8.23+0.44? 10.01+40.93@ 9.7340.384 0.27 <0.001 
WERA 属 Pre/% 
i 4.92+2.94° 19.91+10.95%° 9.75+6.94° 11.24+10.05° 8.55+3.04° 44.49+19.37® 55.28+16.13* 4.02 < 0.001 
0.36+0.15 1.85+0.87° 1.0140.56> — 0.82+1.09° 1.8641.35° 2.5141.76° 14.6448.43* 1.06 < 0.001 
5.2640.0644 5.74+0.22  5.96+0.48™  6.55+0.19% 7.22+0.30* 7.14+0.414 0.16 < 0.001 
0.30+0.32> 0.20+0.25° 1.51+40.46* 1.13+40.76* 0.18 0.006 
0.8740.81> 14.11+8.30? 1.52+1.12° 0.62+40.77° 1.75 0.002 
0.70+0.63 0.5340.37 0.91+0.49 0.67+0.41 0.43+0.43 0.53+0.28 0.87 0.714 
嗜 淀 粉 瘤胃 杆菌 RAMY 53.89426.50° 4.95+3.48? 22.70412.04 = 3.4243.64> 6.20 0.001 
339 24 相关 性 分 析 
340 K 6 表示 关 羊 回肠 细菌 组 成 与 消化 功能 指标 的 相关 系数 ， 相 关系 数 的 绝对 值 大 于 0.40 
341 ”的 为 显著 相关 。 乙酸 含量 与 普 雷 氏 杆 菌 、 栖 瘤胃 普 雷 氏 菌 和 甲烷 菌 占 总 细菌 百分比 呈 显著 正 
342 ”相关 (P<0.05)。 淀 粉 酶 活性 只 与 黄色 瘤 角 球菌 占 总 细菌 百分比 呈 显 著 正 相 关 (P<0.05)。 纤 
343 ” 维 素 酶 活性 与 甲烷 菌 占 总 细菌 数量 呈 极 显著 正 相 关 (P<0.01)， 与 嗜 淀粉 瘤胃 杆菌 占 总 细菌 
344 ”百分比 呈 显 著 负 相关 (P<0.05)。 木 聚 糖 酶 活性 与 普 雷 氏 杆 阔 、 栖 瘤胃 普 雷 氏 菌 、 甲 烷 菌 和 
345 ”琥珀 酸 丝 状 杆 菌 占 总 细菌 百分比 呈 显 著 正 相关 (P<0.05)， 却 与 嗜 淀 粉 瘤胃 杆菌 占 总 细菌 百 
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分 比 呈 极 显著 负 相 关 CP<0.01)。 


表 6 羔羊 回肠 食 魔 细菌 组 成 与 消化 功能 发 育 指标 的 相关 系数 


Table 6 The correlation coefficients between bacterial community and digestive functional indexes in ileal 


chymus of lambs 


乙酸 Acetate 淀粉 酶 Amylase 纤维 素 酶 Cellulase 木 聚 糖 酶 Xylanase 

Pre 0.547* -0.298 0.399 0.601* 
ERE Pr 0.620* -0.027 0.365 0.595* 
4 uki SELE 0.143 -0.01 -0.124 -0.268 
0.456* -0.089 0.625** 0.750* 

状 杆菌 Fs 0.285 -0.35 0.359 0.546* 
球菌 Rf -0.178 0.594* 0.4 0.247 

AIE RAMY -0.322 -0.286 -0.576* -0.704** 


## 表 示 差 异 极 显 著 〈P<0.01)，* 表 示 差 异 显 著 (P<0.05 )。 

** meant extremely significant difference (P<0.01), and * meant significant difference (P<0.05) . 
3 讨 论 
3.1 山羊 关 羊 出 生 后 回肠 消化 功能 的 发 育 
直接 的 研究 已 证 实 , 除了 瘤胃 具有 强大 的 降解 纤维 物质 的 能 力 外 ， 反刍 动物 小 肠 (包括 
空肠 和 回肠 ) 对 饲 粮 纤 维 类 物质 亦 有 很 强 的 补偿 消化 能 力 I4 避 。 由 此 可 以 判断 ， 反刍 动物 
消化 道 消 化 能 力 的 建立 和 完善 与 后 肠 道 定植 的 细菌 数量 和 种 类 直接 相关 , 而 肠 道 细菌 消化 能 
力 最 直接 的 表征 即 是 产生 挥发 性 脂肪 酸 (VFA) 的 能 力 和 酶 活性 的 大 小 。 随 着 反刍 动物 日 龄 
的 增长 ， 伴 随 着 各 种 消化 酶 〈 尤 其 是 纤维 降解 酶 ) 被 小 肠 道 细 阔 分泌 ， 进 入 反刍 动物 后 肠 道 
的 饲料 〈 尤 其 是 纤维 物质 ) 才能 被 转化 成 VEA， 此 过 程 亦 即 碳水 化 合 物 降解 能 力 逐 渐 建 立 


Hl\ 


并 完善 的 过 程 6。 有 研究 表明 ， 在 反刍 动物 的 盲肠 和 结肠 部 位 亦 存 在 较 强 的 纤维 消化 能 
0410。 本 试验 结果 表明 ， 随 着 日 龄 的 增长 ， 山 羊羔 羊 回肠 食 糜 中 的 乙酸 含量 逐渐 升 高 ， 且 纤 
维 素 酶 和 木 聚 糖 酶 的 活性 亦 同步 升 高 ， 根 据 数据 应 可 推断 小 肠 〈 回 肠 ) 细菌 自 14 日 龄 起 在 
逐步 形成 降解 和 消化 纤维 类 物质 的 能 力 。 至 于 是 何 种 细菌 其 主导 作用 , 将 在 后 文 进一步 讨论 。 
张 英杰 等 9 研究 认为 ， 回 肠 内 尝 粉 酶 活性 随 着 头羊 日 龄 的 增长 逐渐 增长 ，3 个 月 基本 稳定 ; 
并 认为 可 能 是 头羊 从 出 生 后 ， 随 着 采 食 量 逐 渐 增 加 和 食物 来 源 的 变化 ,消化 道 发育 日 渐 完 善 


isi 


和 上 肠 道 细菌 的 演变 ， 肠 道 消化 酶 活性 逐渐 增加 。 而 在 本 试验 条 件 下 ，28~70 日 龄 间 并 未 发 现 
可 肠 食 糜 中 淀粉 酶 活性 随 日 龄 增长 而 发 生 显著 变化 ， 而 纤维 素 酶 和 木 聚 糖 酶 活性 显著 增加 。 
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其 可 能 的 原因 是 , 回肠 并 非 淀 粉 酶 分 泌 的 主 


强 ， 


3.2 


Ala 4 


Pal AEE 


= 


分 要 部 位 ， 而 随 着 山羊 起 羊 的 逐渐 断奶 ， 后 肠 道 细 
阔 定 植 数量 逐渐 增加 ， 对 进入 后 肠 道 的 纤维 类 物质 纤维 素 、 半 纤维 素 和 木 聚 糖 〉 的 响应 增 
进而 分 泌 纤 维 素 酶 和 木 聚 糖 酶 的 能 力也 增强 。 
山羊 羔羊 出 生 后 回肠 乡 
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瑚 种 类 和 数量 虽然 无 法 与 瘤 骨 内 细菌 种 类 和 数量 相 比 , 但 是 从 本 试验 结果 来 看 
可 肠 内 细菌 数量 也 达到 了 103~109。 出 生 后 1 周 ， 山 羊羔 羊 回肠 内 细 戎 数量 增加 了 3 个 数量 
级 ， 之 所 以 羔羊 产后 1 周 后 肠 道 细菌 迅速 出 


境 09-20。 通 常 而 言 ， 羔 羊 出 生 后 3 Jal 


， 其 主要 来 源 应 该 包括 母体 细菌 、 奶 和 周围 环 
内 不 具备 反刍 功能 ， 瘤 骨 的 发 育 与 功能 亦 不 完善 ， 
奶 则 成 为 后 肠 道 细菌 定植 和 生存 的 主要 营养 源 中 。 本 试验 中 普 雷 氏 
出 生 后 羔羊 回肠 内 最 早 定植 的 细菌 ， 且 在 14 日 龄 的 回 


ARE 
菌 属 和 淀粉 降解 菌 成 为 


肠 食 糜 中 即 检测 到 了 一 定量 的 乙酸 ， 


其 原因 是 上 述 细 菌 会 参与 进入 后 肠 道 的 乳酸 、 乳 糖 和 其 他 低 聚 糖 转化 为 VFA 的 过 程 P0。 本 


试验 中 山 芒 羊 回肠 食 廉 ， 


羊 后 肠 道 细菌 定植 应 该 在 2 月 龄 左右 即 完成 。 就 功能 


HJA 


LIE FHE R MES AR R EN TE ITT R o E BPS E T bal A 


ARE BREM A >» 


9 普 雷 氏 菌 和 琥珀 酸 丝 状 杆菌 占 总 细菌 比例 随 日 龄 增长 亦 显 著 增 加 , 这 伴随 着 乙酸 含量 


细菌 总 数 在 56 和 70 日 龄 达到 峰值 且 保 持 相 对 稳定 , 据 此 可 推断 山 


普 雷 氏 菌 是 回肠 食 糜 中 的 
回肠 消化 纤维 类 物质 的 能 力 应 该 取决 于 普 雷 氏 杆 菌 和 栖 瘤 胃 普 雷 
阔 数 量 的 增加 。 相 关 性 分 析 结 果 亦 表明 ,这 2 Pa a 
至 于 回肠 食 麻 中 的 黄色 瘤胃 球菌 和 嗜 淀 粉 瘤胃 杆菌 数量 的 峰值 分 别 出 丙 


菌 百分比 与 乙酸 含量 呈 显 著 正 相关 。 


见 在 42 日 龄 和 28 H 


龄 , 可 能 与 逐步 断奶 过 程 提 供 的 饲 粮 变 化 有 关 , 有 待 在 今后 的 试验 研究 中 进一步 验证 。 此 外 ， 


本 试验 中 ，42 日 龄 为 彻底 断奶 并 改变 饲 粮 的 取样 期 ， 从 细菌 数 


Et 


的 变化 来 分 析 ， 断 奶 尤其 


4 


FD IEE R E PE EA S ER a Ae A A T AE ERE CG 28 和 56 日 龄 相 


比 )， 焦 金 真 等 外 在 盲肠 和 结肠 亦 观察 到 类 似 的 在 
量 虽然 不 是 最 多 的 , 但 仅 次 于 普 雷 氏 菌 属 , 而 且 自 检测 的 第 7 日 龄 


究 结 果 。 而 甲烷 菌 在 回肠 内 细菌 中 ， 其 数 


F 始 ， 其 数量 一 直 相 对 稳 


定 ， 可 见 甲 烷 菌 在 反 急 动物 后 肠 道 的 定植 可 能 在 1 周 内 即 可 基本 完成 。 


4 结 论 


O 本 试验 


究 认 为 山羊 回肠 消化 降解 纤维 物质 的 能 力 不 是 


人 ， 随 着 普 雷 氏 杆菌 和 


出 生 就 有 的 , 而 是 28 日 龄 开 


本 瘤胃 普 雷 氏 菌 等 功能 性 细菌 的 定植 逐渐 建 并 并 进一步 完 音 
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© 回肠 内 最 早 定 植 的 细菌 是 普 雷 氏 菌 属 、 反 急 月 形 单 胞 菌 和 甲烷 菌 ， 而 纤维 降解 菌 ， 


包括 琥珀 酸 丝 状 杆菌 和 黄色 瘤胃 球菌 ， 则 是 在 28 日 龄 开始 定植 。 
@ 甲烷 菌 不 仅 在 瘤胃 内 大 量 存在 ， 在 回肠 中 也 有 数量 可 观 的 甲烷 菌 存在 ， 但 数量 不 随 
饲 粮 的 变化 而 改变 。 
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Developmental Changes in Bacterial Colonization and Digestive Function in Ileum of Lambs 
LI Xiaopeng!? JIAO Jinzhen!? YAN Qiaoxian! TAN Zhiliang!* 

(1. Key Laboratory for Agro-Ecological Processes in Subtropical Region, Hunan Provincial 
Engineering Research Center for Healthy Livestock and Poultry Production, South-Central 
Experimental Station of Animal Nutrition and Feed Science in Ministry of Agriculture, Institute of 
Subtropical Agriculture, The Chinese Academy of Sciences, Changsha 410125, China; 2. 
Graduate University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China) 

Abstract: The objective of this study was to investigate the developmental changes in bacterial 
colonization and digestive function in ileum of lambs. Forty four Xiangdong black lambs were 
used in this trial, and 4 of them were randomly slaughtered at 1, 7 and 14 days of age 
(nonrumination period), 28 and 42 days of age (transition period), and 56 and 70 days of age 
(rumination period), respectively. The ileal chymus was sampled to determine acetate content, 
activities of amylase, cellulase and xylanase, as well as general bacteria number and selected 
functional bacterial species (Prevotella, methanogen, and cellulolytic and amylolytic bacteria). 
The results showed as follows: acetate could be detected in ileal chymus of lambs since at 25 days 
of age, and the content was significantly increased with increasing days of age (P < 0.05); the 
increase of days of age significantly increased the activities of cellulase and xylanase (P<0.05 or 
P<0.01); the increase of days of age significantly increased general bacterial number and the 
percentages of Prevotella, Prevotella ruminocula and methanogen (firstly detected at 7 days of age) 
in general bacterial (P<0.01); cellulolytic (Fibrobacter succinogenes and Ruminococcus 
flavefaciens) and amylolytic bacteria (Ruminobacter amylophilu) were firstly detected at 28 days 
of age. In conclusion, the fiber-degrading capacity in ileum of lambs is established at 28 days of 
age and then gradually achieved; a great number of methanogen can be detected at 7 days of age, 
and then the number gets stable. 


Key words: bacterial colonization; functional establishment; ileum! 
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